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20 P1139, .P1140, P1141. P1142, pll40 IMI, pll40 IMII, pll40 

mm, P1140 IMIV, P1141 IMIII, P1141 1P53, pll41 2p53, 
P1141 3p53, P1141 ABgl, P1141 ASpe. pllil AMph, pll42 TAG, 
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. P53 bindin, region of a CD.5 receptor D«A wherein 
P53 .av activate the CD95 receptor D«A by brnd.n. to 
the p53 binding region. 

-The P53 binding region" -according " to ciai. 1, which 
comprises the sequence of fi,. 4 and/or fig. or ^ 
3eguence differing therefro. by one or several ba 
p.,rs, Wherein the latter seguence ^^-idrzes wrth t. t 

,i,„,e 4 and/or figure 5 and may brnd to pS3 
activate the CD9:5 receptor DNR. 

p53 binding region according to ^^^'^ J ' l^^'^;' 
comprises the seguence o, figures 1. 8. 9, 10. U, 

or 13. 

..V, hindina region according to 

A vector comprising the p53 binding reg 

any of claims 1 to 3. 

r.e vector according to clai. 4, wherein the vector is 
elected fro„ the group consisting - ' 

'«1X. P1140 IMIV, P1141 IHIXI. PU41 lp». PU" 
pll.l 3PS3. PU41 .Bgl. PU41 -Pe. PU41 -ph P 

AMph . 
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. And/or .He vector according to ciai. . or 
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„3e according to ciai. 6, w.erein tbe .influence 
comprises an induction or an inhibition of apoptos.s. 

. -rr, 1 Wherein the influence takes 

'^"t:: o" ; dtgnosis a„d/or t.erapy of 

place on _the basis ox a 

diseases. 

n • Q whf-rein the diseases comprise 

diseases. 

process for ^influencing apoptosis, comprising the 
• Ivation or inhibition of the pSS 

C095 receptor DHA according to any of claims i to 3. 

T-^-im 10 wherein the 
.he process according l^^' ^ ,,,,„„.,3 

influence takes place on the basis 
and/or therapy of diseases. 

^- f„ claim 11, wherein the diseases 

2. The process according to clarm 1 ,,toi,»,une 

,„,p,i,e viral, liver, neurodegeneratrve, 
and tumoral diseases. 
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(Fnihester) Prioritatstag {Tai^Monat/Jahn 
16.10,1998 



Bezeichnung der Erfmdung 

p53-Bindungsregionen 

Feld Nr. II ANMELDER '' 

Nan,eu„dAnschnft: ^SS^^iSt^^ 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 



Telcfonnr.: 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
OE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Name und Anschrift: iFmiiienname, Vomame: bei jurisnschtn Ptrsontn w 

KRAMMER, Peter' 
Werderstr. 11 
69120 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE. ^ 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Name und Anschrift: {FamiUetuwmt, Vomam; biijumiischen Personen voi 

MULLER-SCHILLING, Martina 
In der unteren Rombach 16 
69118 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat); 
DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Weitere Anmelder sind auf einem Fonsetzungsblatt angegeben. 



Fonnblan PCT/IPEA/401 (Blan 1) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu 



diesem Ann-agsfommlar 



Intemaiionales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03343 



Fortsetzung von Feld Nr. II ANMELDER 



Wird keines der folgenden FMer benutzt, so ist 



dieses BIntt dm Antrag nicht beizufugen. 



Name und Anschrift: IFamlUnncmt. Vom^: 6«i»mmc/«n f'r:onin 

OPEN, Moshe 

Weizmann Inst, of Science 
Rehovot 76100 / Israel 



Staatsangeh6ri~gkeit (Staat): 
IL 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



Name und 



Siaatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: {FamilUnfime, Vonuime: heijunsmcnen 



Personen volhiciui^e omiiche Beieichnuns. S« der Ansa 



:hnfi lind die Fostieirjihl md der Name des Sms am^ebeiL ) 



Siaatsangehorigkeit (Staat); 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: {Famlieimame. Vorname: 



: beijunsnschcnPer^onenwllstdndigeamiikkeBezek^^ BeiderAnsci 



:krift sind die PostleirjAl und der Same des Stem amseben.) 




Internationales Akienzeichen 
pr.T/DE99/03343 



m Inwalt r semeinsamer Vertreter 

Die folgende Person ist ]fJ(J Afi^*^^ 1 — I - ^ ;un uie^ auch fur die imemationale vorlaufige 

noa - '^"-^''^^""^ "'^^'^ " 

Pnifune. , . y^e^efs wird hiermit widemifen. 

' ' . ■ P h.r hP<;tpilten Anwalt/gemeinsamen Venreter. nur rur u 

. - ^ Tcieronnr.; 



Dr. Bernard Huber 
Patentanwalte-Huber & SchuBler 

Truderinger Str. 246 
81825 Mijnchen 



089/42 72 47 48 



Teieiixnr.: 

089/42 72 47 4'9 

Fernschre:bnr.: 



- ^ — : v.rrrP^erbesteiU isi und stati dessen im obigen 

Q-STissiFiiEs^ 



F.MNr. lV ERKLARONGBETREFFE.NDA.NBERmGEN 



eingereichten Fassung auTnimmL 

ii) I 1 die Andeningen nach .Anikei 34 

Q der Beschreibung (Andeningen liegen bei) 

Q der Anspriiche (Anderungen liegen bei) 
Q der Zeichnungen (Andeningen liegen bei) 
beriicksichtigt. ^ benicksichtigi (Kopie liegt 



7.,dN,.V BENEf^mOVON^AAl^^^^DSGEWi^^ 



litnii.i^tT*Ji^^ Tv»,w ^ ^ 

L ^urcA Kapitel fl des PCT s^bundcn svui) ^^r^r^ -.----^^^^ 



aufden obenstehenden Zeilen anz^igeben.) 



Fonnblaa PCTm>EV401 (Blaa 2) (Januar ly^T^J^^ ^"'i 1^97) 



BlaaNr. .4 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/Q3343 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende L'nteriagen fiir die Zwecke der 
intemationaien voriaufigen Pnifung bei: 

1. Anderungen nach Anikel 34 

Beschreibung 
Anspriiche 
Zeichnungen 

2. Begleitschreiben 2u den 
Anderungen nach Anikel 34 

3. Kopie der Anderungen nach Anikel 19 

4. Kopie einer Erkiiirung nach Anikel 19 

5. Sonsiige teinzeln auffiihren) : 



Blatter 
Blatter 
Blatter 

Blatter 

Blatter 
Blatter 

Blatter 



Von "der mit der intemationalen vorliiufigen Pnifung 
beauftragten Behdrde auszufiillen 
erhalten nicht erhalten 



□ 
D 
□ 

□ 

D 
□ 

□ 



= □ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei 

1. I I unterzeichnete gesondene Voilmachi ^ 

2. [ I Kopie der allgemeinen VoUmacht - 
3 Begnindung t'iir das Fehlen der L'nierschrirt 



Blan fiir die Geblihrenberechnung 
sonstise teinzein auifiihrenr. Scheck 



Feid Nr. VII 



UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS. ANWALTS ODER GEMELNSA.VtEN VERTRETERS 



Der Name ieder umeneichnenden Person ist neben der Unterscknfi zu wiederhoUn. imd es isr an: 
in welcherEi^enschandie Person unteneichner. 




zu^eben, so/em sich dies nicht aus dem Antrag er-ii 



Munchen, 9.5.2000 



Von der mit der in 



temationalen vprlaurlgen Poi^ng beauftragten Behorde auzuftiUen ' 



I. Datum des tatsachlichen Eingangs des .ANTRAGS: 



2. Geandenes Eingangsdacum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel oO.l.b): 




□ Der .Anmelder wurde 
enisprechend unierrichiet 



□ Eingnngsdatum des An^ gs LWRHALB 19 Menace .b PrionUicsdan^ wegen Fnscvc riang^^ 

Das Einaangsdacum des Ancrags Uegt nach Ab.auf von 19 Moncaten ab PrionUi.dacu«. der versp.ce„ Eingan, iscaber nach 
Resei 32 ENTSCHULDIGT. 



□ 




Vom Intemadonalen Buro auszufullen 



Antrag voni CPEA erhalten am: 
Fonnblatt PCT/IPE.V401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdnick Juii 1997) 



Siehe Anmerkungen zii 



diesem Anxragsformular 



SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Deutsches Krebsf orschungszentriam 
<120> p53-Bindungsregionen 
<130> K 2743 

^140> PCT/DE99/03343 
<141> 1999-10-18 

<150> DE 198 47 779.1 
<151> 1998-10-16 

<160> 32 

<i70> PatentIn"Ver^~2 . 1" 

<210> 1 ...^^ 

<211> 3212 . . 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 1 



=s? 1= i S h 

l^l^l^ rtSS ~ ™g .t,.c«„a 3|0 

taagtttaat aatcactcat ctcactgggc tataatgata ^gtattaagt ^^^ l 

ISSs SSS iStS ill 1= sss i 

SiSs Hssrfii 111 iis 1S= s 

acaagcctat caacacctac aagactggtg gtaagtgcag | caggctccag 1020 

S= Eiii iSii 1 ilii lOi 

cagagcttgg tggacgatgc caaaggaata ctgaaacctt tagtgtgtcc 9 «^ ^2 60 
tgcatccaaa ttcaggttca gtaatgatgt cattatccaa ^cataccttc ^9 ^330 
algctaaact acctaagagc tatctaccgt tccaaagcaa tagtgacttt S^^c^gj ^^^^ 
caccagagca cgaaagaatt acaagatttt tttttaaaga ^aattgg ^^^^ 
agtaacgaag gacaggaagt aattgtgaat Qjttaatata ^^^^^ ctcccttttc 1500 
cttaagttgt tagctttgtt ttcctcttga g^^^aaaaa c^aagggg^^ tccagaaacg 1560 
agagccttat ggcgcaacat ctgtactttt ^catacggc^ ^ ^ ccccgcaagt 1620 
tctgtgagcc tctcatgttg cagccacaac ^tggacagcc ^agtcaaatg I ^ggQ 

ctttctctga gtgactccag caattagcca aggctcctgt ^cccagg y « ^740 
ctctgagctc cattctcctt caagacctcc ccaacttccc Jg^tgaact -^agc^g g ^^^^ 
cctttagaaa gggcaggagg ccggctctcg ^ggtcctcac ^cgaag^g g ^ ^q^q 
actgcaggaa cgccccggga caggaatgcc catttgtgca ^cgaaccccg ^920 
caccctgact tctccccctc cctacccgcg ^gcaggccaa ^ttgctgaat ^aatgg g^^ ^^^^ 
ctccccaacc -cgggcgttcc ccagcgaggc "ccttccca tcctcctgac | 2040 
tttcgtgagc tcgtctctga tctcgcgcaa gfgtgacaca ^^ggtgttca ^ag 9 ^^^^ 
tggggagtga gggaagcggt ttacgagtga cttggctgga ^^tcagggg ^^^^^^^^ 2I6O 
cacggaacac accctgaggc cagccctggc tgcccaggcg 9^9^ ^ aaattgctca 2220 

ggt?|gtgga cccgctcagt acggagttgg ggaagctctt tcacttcgga 2280 
Saallalgc tgggcatctg g^ccctccta "tctggtga tccctctcct g^^g^ g ^^^^ 
aggcttaccc cgtcttagtc ccggggatag gcaaagtggg ^cgggcgcgg ^ 't ^ '^ 2400 
glattgcggc ggcagcggcg cacgcgggca cctgggagcg jcgggctgct | 246O 

ttggagactg gctcccgggg gctgttagga ccttccccca ggcccggyi-y 



tggaggactt 
cagctccggc 
caggaattga 
gagaggagcg 
gggtgggtga 
catattgctc 
gttaagccgg 
ctgaatgagc 
ccttgtctcc 
.attttgtttt 
catggtgatt 
a'cccggcgcc 
agaaatgcca 



gcttttcttg 

gctcctcgga 

agcggaagtc 

gaactcctgg 

gtgcgcgccg 

attttctggc 

agggctcgga 

ttctggaggc 

cttccgggaa 

gtttttctgc 

tctgcttggt 

tattattggc 

gcttgcagat 



ggccttgatg 

gaccactgcg 

tgggaagctt 

acaagccctg 

ccccgcgggg 

agttctcaga 

agaacggcac 

ttgtttaccg 

ttctctcttt 

ccttctcttt 

ctcctgctgg 

caagaaactt 

ggctaatcaa 



cgaagtgctg 

ctccacgttg 

tagggtcgct 

acaagccaag 

gcggggagag 

cgtaggaaat 

cttttctttc 

ttttttattg 

aagactgtaa 

cttcttttgc 

ggttggtggt 

gagcagcctg 

ag 



atcccgctgg 

aggtgggcgt 

ggagggggac 

ccaaaggtcc 

agcctacagc 

aagtcagcac 

tcgaaaaagt 

tcacacagaa 

gtcgctgcct 

cctttcttag 

actcgttccc 

ttttgaaaag 



gcaggcgggg 

ggggggcgga 

cccggttgga 

gctccggcgc 

cttcagaaca 

cgaagcagtg 

tatatggggg 

aaggaaactg 

gagtggtttc 

cttgcactcc 

accgcacaga 

tccctcgctc 



2520 

2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

29,40 

3000 

3060 

3120 

3180 

3212 



<210> 2 . ^. . 

<211> 720 
<212> DNA 

- < 2 1 3 > - Homo Sapiens 



<400> 2 

gatcccgctg 

gaggtgggcg 

tggaggggga 

gccaaaggtc 

gagcctacag 

taagtcagca 

ctcgaaaaag 

gtcacacaga 

agtcgctgcc 

ccctttctta 

tactcgttcc 

gttttgaaaa 



ggcaggcggg 

tggggggcgg 

ccccggttgg 

cgctccggcg 

ccttcagaac 

ccgaagcagt 

ttatatgggg 

aaaggaaact 

tgagtggttt 

gcttgcactc 

caccgcacag 

gtccctcgct 



gcagctccgg 
acaggaattg 
agagaggagc 
cgggtgggtg 
acatattgct 
ggttaagccg 
gctgaatgag 
gccttgtctc 
cattttgttt 
ccatggtgat 
aacccggcgc 
cagaaatgcc 



cgctcctcgg 

aagcggaagt 

ggaactcctg 

agtgcgcgcc 

cattttctgg 

gagggctcgg 

cttctggagg 

ccttccggga 

tgtttttctg 

ttctgcttgg 

ctattattgg 

agcttgcaga 



agaccactgc 

ctgggaagct 

gacaagccct 

gccccgcggg 

cagttctcag 

aagaacggca 

cttgtttacc 

attctctctt 

cccttctctt 

tctcctgctg 

ccaagaaact 

tggctaatca 



gctccacgtt 60 
ttagggtcgc 120 
gacaagccaa 180 
ggcggggaga 240 
acgtaggaaa 300 
ccttttcttt 360 
gttttttatt 420 
taagactgta 480 
tcttcttttg 540 
gggttggtgg 600 
tgagcagcct 660 
aagagacgtg 72 0 



<210> 3 
<211> 2380 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 



<400> 3 
agcttttttg 
ggctataatg 
tcacactcaa 
ccttccattc 
ctttttacat 
aaatttgcag 
tgtgtctatt 
ggcactaaca 
gtggtaagtg 
" ctaacctaga 
tgaaggatga 
aattgggaag 
aatactgaaa 
atgtcattat 
ccgttccaaa 
ttttttttta 
gaatgtttaa 
ttgagaaata 
tttttcatat 
caacatggac 
gccaaggctc 
ctccccaact 
ctcgaggtcc 
tgcccatttg 
cgcgcgcagg 
aggcttcctt 
gcaagagtga 
gtgacttggc 



gctacatttt 
ataagtatta 
gagatactga 
cttcttccct . 
ttttttattt 
agataataca 
agatgctcag 
gtctactgaa 
cagtgacaga 
tttgagggcc 
acagtgggct 
ggagagaggt 
cctttagtgt 
ccaaacatac 
gcaatagtga 
aagaaaattg 
tatagctggg 
aaaactaagg 
ggttaactgt 
•agcccagtca 
ctgtacccag 
tcccaggttg 
tcacctgaag 
tgcaacgaac 
ccaagttgct 
cccatcctcc 
cacacaggtg 
tggagcctca 



tttatttgta 
agtaaggaag 
ttttgtcaat 
tacctctcct 
aaatgaactt 
gagaatgccc 
agtgtgtgca 
aggtggaaca 
tgcaaaacac 
caaacaggct 
aagcaaaggg 
tgcagagtga 
gtccagtctg 
cttctgtaaa 
ctttgaacag 
gccaggaaat 
gctatgcgat 
ggccctccct 
ccattccagg 
aatgccccgc 
gcaggacctc 
aactacagca 
tgagcatgcc 
cctgactcct 
gaatcaatgg 
tgaccaccgg 
ttcaaagacg 
ggggcgggca 



aagtaagttt 
atccacatat 
tgtcctttcc 
ttccttccct 
ttcattttgg 
atataccatc- 
caaggctggc 
gagacaagcc 
agggtgatgg 
ccagaagaaa 
ttattaatgt 
ggtgcagagc 
gaactgcate 
attcatgcta 
tgttcaccag 
aatgagtaac 
ttggcttaag 
tttcagagcc 
aacgtctgtg 
aagtctttct 
tgcgctctga 
gaagccttta 
agccactgca 
tcctcaccct 
agccctcccc 
ggcttttcgt 
cttctgggga 
ctggcacgga 



aataatcact 
gtgagttgct 
cctttttttc 
cacacccctt 
aatagtttta 
ctccttatcc 
acgcccaggg 
tatcaacacc 
aaagccctca 
atgtcaactg 
gttattaatg 
ttggtggacg 
caaattcagg 
aactacctaa 
agcacgaaag 
gaaggacagg 
ttgttagctt 
ctatggcgca 
agcctctcat 
ctgagtgact 
gctccattct 
gaaagggcag 
ggaacgcccc 
gacttctccc 
aacccgggcg 
gagctcgtct 
gtgagggaag 
acacaccctg 



catctcactg 60 
ggcttataat 120 
tctcttccct 180 
ttccttcctt 240 
ggatttcaaa 3 00 
cacttctttt 360 
tcttcctcat 420 
tacaagactg 480 
ggagggtaac 540 



agaggaagcc 600 
ggttgaatct 660 
atgccaaagg 720 
ttcagtaatg 780 
gagctatcta 840 
aattacaaga 900 
aagtaattgt 960 
tgttttcctc 1020 
acatctgtac 1080 
gttgcagcca 1140 
ccagcaatta 1200 
ccttcaagac 12 60 
gaggccggct 1320 
gggacaggaa liau 
cctccctacc 1440 
ttccccagcg 1500 
ctgatctcgc 1560 
cggtttacga 1620 
aggccagccc 1680 



„,c«ccc. ..c,,«ct, cctc«ctc= c,=« t«tc ,jj«|t-t 1,40 
;gtg3c=«=9 tgaaccsrtgc accttaagct «ag|9«g ^^c cgctccggM 1|60 

Ml Sfc IK! cc|= 

fas isi^tS a is^tr== issiii 

gctgaatgag cttctggagg ^"gtttacc g«c ^gtcgctgcc tgagtggttt 2160 

gccttgtctc ccttccggga a^tctctctt ccctttctta gcttgcactc 2220 

cattttgttt tgtttttctg ^ccttctctt "ttctc g ^^^^^^^tcc caccgcacag 2280 
.ccatggtgat ^^Sgaltc! ll%clU^ gttt^gaaaa gtccctcgct 2340 

iSllSc SfttgcaS tggctaatca aagagacgtg 



<210> 4 
<211> 2827 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens. 



lll%.ttc. cagg..^» ctggt..aat aaaaataacc tttagagat, ccca.actg. 60 
Htllccaga acaccagcat tcattaggw alcclttgac attagcatac 180 

?SK gK?t S'g U--a. «aaa=.J^c c=ag.a t„ 

aagagcagga ccttgggagc fagaatatct ^ag acattttttt atttgtaaag 480 

tffi?? ™ ==a»cc« e««c»ac ct«cc« c 

r.r.?srai rg«isr., btis rgiss? r.iiii 

. taccatcctc cttatcccac ttctttttgt tactgaaagg tggaacagag 900 

ra» ca-KftS^ i sss"i s 

ttaatgtgtt attaatgggt tgaatctaat ^^^^ ttagtgtgtc cagtctggaa 1200 

gcagalcttg gtggacgatg <'^ltttltll tcattatcca aacatacctt ctgtaaaatt 1260 
?tgcalccaa attcaggttc ^gtaatgatg tcattac ^^^^^t tgaacagtgt 1320 

catoctaaac tacctaagag ctatctaccg ^ aaaattggcc aggaaataat 1380 

tcaccagagc acgaaagaat tacaagattt ttttttaaag ^^^^^^^^^^ fsoS 

limillll ^^^^^^ r^fa^^ggt lllltllltl ™ eo 

tctttctctg agtgactcca gcaattagcc ^^9? ^^ caggttgaac tacagcagaa 174U 

■?raS ?trtr=i?ii sfa?S| c»~ -j;ss= 

ctggggaltg agggaagcgg "tacgagtg ggagctgcct cttctcccgc 2160 

™.rc isrcSsii s I '£i£i -1-— la^si^ 
ircSi?? ssscrc iS rtfciggS «siss 

ggggagalag cctgcagcct tcagaacaga tattgctcat aacggcacct 2460 

?ISaIalaa-gtcagcaccg aagcagtggt taagccgg^g !^^^f,Sa lllo 

tttctttctc gaaaaagtta ^atggggg « ^ctccct tccgggaatt c^ctcttcaa 
ttttattgtc acacagaaaa ggaaactgcc ^ « ttttctgccc ttctctttct zo 

^Kr. rtSaSfc SlScfcfg iaSglcagc t.gcaga.gg cta..caa.g 2|.0 



<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 5 

ggacaagccc tgacaagcca 



<210> 6 
<711> 20 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 6 

ggaaaagccc tgacaagcca 



<210> 7 " ' 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 7 

ggaaaagccc tgaaaagcca 



<210> 8 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 8 

ggaaaatccc tgaaaatcca 

<210> 9 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 9 

gcacaagccc tcacaagcca 



- <210> 10 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 10 

ggacaagccc tgacaagcca 



<210> 11 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 11 



ggaaaatccc tgaaaatcca 



<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 12 

agagatgccc aaactgtttt 



<210> 13 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 13 

agagattccc aaaatgtttt 



<210> 14 . • - 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 14 

aatgttgctt aagctttttt 



<210> 15 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 15 

aatgtttctt aagatttttt 



<210> 16 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 16 

aaactaccta agagctatct 



<210> 17 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 17 

acaataccta agagctatct 



<210> 18 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 18 

aataaccttt agagatgccc aaactgtttt 



<210> 19 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 19 

aataaccttt agatctcccc agaaca 



<2X0> 20 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 20 

catct-t-tg-cc ae.tgttgctt aagctttttt ggctacattt 



<210> 21 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 



<400> 21 
catctttgcc ac 



tagtggctacattt" 



<210> 22 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 22 

aattcatgct aaactaccta agagctatct accgttccaa 



<210> 23 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 23 

aattcatgct atgcataccg ttccaa 

<210> 24 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 24 

ggacaagccc- -tgacaagcca 



<210> 25 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 



<400> 25 



ggaaaatccc tgaaaatcca 



<210> 26 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 26 

'^-taaccttt agagatgccc aaactgtttt ccccagaaca 

<210> 27 
<211> 26 
<212> DNA 

<21_3> Homo Sapiens. 
<400> 27 

aataaccttt agatctcccc agaaca 



<210> 28 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 



<400> 28 
catctttgcc 



aatgttgctt aagctttttt ggctacattt 



<210> 29 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 29 

catctttgcc actagtggct acattt 

<210> 30 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens - 
<400> 30 

aattcatgct aaactaccta agagctatct accgttccaa 



<210> 31 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<400> 31 * 



aattcatgct atgcataccg 



<210> 32 

<211> 266 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 



gatcccgctg ggcaggcggg gcagctccgg cgctcctcgg agaccactgc gctccacgtt 
gaggtgggcg tggggggcgg acaggaattg aagcggaagt ctgggaagct ttagggtcgc 
t'ggaggggga ccccggttgg agagaggagc ggaactcctg gacaagccct gacaagccaa 
gccaaaggtc cgctccggcg cgggtgggtg agtgcgcgcc gccccgcggg ggcggggaga 
gagcctgcag ccttcagaac agatat 



PCX 

ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Fe!d Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 
P53-Bindungsregionen 

Feld Nr. II ANMELDER 



Vom Anmeldeamt auszufullen 



Internationales Aktenzeichen 



Intemauonales An'meldedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application^^ 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunsclit) 
(max. nZeichen) < 2743 Wd 



SiQQt des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 



Telefonnr.: 



Staatsangehbrigkeit (Staat): 



DE 



□ Diese Person ist 
oleic 



gleichzeitig Erfinder 



Telefaxnr: 



Femschreibnr.: 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Diese Person isi Anmelder j j alle Bcstim- 



fur folgende Siaaten: 



mungsstaaten 



□ alle Bcstimmungsstaatcn mit Ausnahme I | nur die Ver^migtcn 
der Vereinigten Staaten von Amenka | 1 Staaten von Amenka 



j j die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



Few Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEFTERE) ERFINDER 



Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



KRAMMER, Peter 
Werderstr, 11 
69120 Heidelberg 



Diese Person ist; 
I I nur Anmelder 

Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staaisangehorigkeit (Staat): 



_QE- 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



_DE. 



Diese Person isi Anmelder 
fiir folgende Staaten: 



j j alle Bestim- 



I mungsstaaten 



□ alle Bestimmungssiaaten mit Ausnahmc 
der Vereinigten Staaten von-Amerika 



Q nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



j j die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



[T] Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 
Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hietmit bestelllAst bestellt ^^^f ^"i."'r„^;,f^Va''haUeT^^^ □ ^""^^^ D 
vor den zustandigen intemalionalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handein als. 



gemeinsamer 
Vertreter 



Name und Anschrift; ^^jj;— 

anzugeben.1 HUBER^&SCHIJSSL^ 

. 246-81825 Muncben 

Tbl 089/4272 47 48 • B« 089/42 72 47 



Dr. Bernard Huber 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.: 



m Zustellanschrift: Dieses KSs.chen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
I I obigen Feld eine spezielle Zustellanschnft angegeben ist. 



FormblattPCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen lu diesem Antragsformular 



;:;;:;;ngvonFeldNr.in WEITERE ANMELDE"^Ur ^^ 



S^aatdes Sitzel oder Wohnsitzes angeieben ist.) 

Muller-Schilling , Martina 
In der unteren Rombach 16 
69118 Heidelberg 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

[T| Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfmder {Wird dieses Kastchen. 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 




Diese Person ist: 
I [ nur Anmelder 

I I Anmelder und Erfmder 

□ nur Erfmder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuv, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staal): 



Sitz Oder Wohnsitz (Siaai): 



Diese Person ist Anmelder j j alle Besiim- 



fur t'olgende Staaten: 



□ alle Bestimmungssiaaten mil Ausnahme 
dcr Vereinigten Staaten von Amenka 



□ nur die Vereinigten | | die im ^"satzfeld 
Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: f W« ^.rT'jJl^I^^^^^^^ 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegehen ist.) 



Diese Person ist: 
j j nur Anmelder 

I I Anmelder und Erfmder 

□ nur Erfmder [Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 



Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



die im Zusatzfeld 

len Siaaien 



Q Wcitcre Anmelder und/oder (w eitere) Erfmder sind auf einem 
FormblattPCT/RO/101 (FortseUungsblatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



zusatzlichen FortseUungsblatt angegeben. 



Siehe Anmerkungen m diesem Antragsformular 



BlattNr. 3. 



FeldNr.V BESTIMMUNG VON STAATEN 



"^folgenden Bestimmungen nach Kegel 4.9 Absaiz a werden hiemiit vor] 
mufi angekreuzt werden): 



genommen Ibiae die entsprechenden Kdstchen ankreuien; 



wenigsiens tin Kdstchen 



Rl OA OAPl-Pol»uBFB«ktaF^.8JB.nmXFZ««oal=fak»Kl«Re^^^^ 



Nationales Patent (falls eine 



IS 

a ■ 

IS 
IS 

la 
SI 

s . 

IS 

□ 

SI 
El 



Staat der Verrragsstaat der OAPl und des PCT ist (falls eine c 

\^ LS Lesotho 



AU 
A2 
BA 
BB 
BG 
BR 
BV 
CA 



CU 

cz 

DE 
DK 
EE 
ES 
FI 



AL Albanian 

AM Armenien 

AT Osterreich 

Ausiralien 

Aserbaidschan 
Bosnien-Herzegowina . .. 

Barbados 

Bulgarien 

Brazil ien 

Belarus 

Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutschland 

Danemark 

Estland 

Spanien • 

Finnland . ; 

GB Vereinigtes Konigreich 

GE Georgian 

GH Ghana 

GM Gambia ^ 



[a 

ca 

is 
la 
IS 



[a 
(a 



HR 

HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



Kjoatien 

Ungam . .... ^ = ' 

Indonesien 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea 



SI 



LT - Litauen . . . _ _ 

LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumiinien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

. UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika . . - 



UZ 
VN 
YU 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 



ZW Simbabwe 



KR Republik Korea 

KZ Kasachstan . - . 

LC Saint Lucia 

LK Sri Lanka 

LR Liberia 



KUstchen fur die Bestijpmung vo^Staau^^ £ Jweckc^^^^^^^ 
nationalen Patents), die dem PC t nacn acr 
dieses Formblaits beigetreten smd: 

Indien 



Grenada 



Formblait PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1998) 



Siehe * 



blattNr. 4. 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jah r) 



Aktenzeichen 
der friiheren Anmeldung 



□ 

Weitere Prioritatsanspriiche sind im Zusatzfeld angegeben. 



1st die friihere Anmeldung eine: 



nationaie Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionales Amt 



Internationale Anmeldung 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 
16. 



Okt. 1998 



198 47 779.1 



DE 



Zeiie (2) 



Zeile (3) 



Das Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) 1 

bczeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstcllen und dem iniernationalen BUro zu ubermitteln (nur falls die fruhere Anmeldung(en) bei 
dem Ami emgereicht warden ist(sind). das fur die Zwecke dieser intemationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 

^^^f^^^^^^ Anmeldung urn eine ARIPO-Anmeldung handelt, so mitjS in dem Zusat^eld mindestens ein Staat angecehen werden der 
Mitghedstaat der Panser Verhandsiihereinkunfi zum Schuiz des gewerblichen Eigentums ist und fur den die fruhere Anmeldung eingereicht wurde, ' 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der intemationalen Recherchenbehorde~(ISA)~ ~ 

(falls zwei oder mehr ah zwei intemationale Recherchen- 
behorden JUr die Ausfiihrung der. intemationalen- Recherche 
zustdndig sind. geben Sie die von Ihnen gewdhlte Behordean; 
der Zweibuchstaben- Code kann benutzt werden); 

SM 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
friihere Recherche (falls eine friihere Recherche bei der intemationalen Recherchenhehorde 
bean t rag tader von ihr durchgefiihrt wo r den ist): 



Datum (Tag/Monat/Jah r) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTRQLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattem: 



Antrag 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



4 

11 

2 
1 

26 



44 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mil der Zusammenfassung 
veroffentlicht werden solMNr): 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1 . Q Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 

2. [] Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. □ Begriindung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende 2^ilerinummer gekennzeichnet: " 

6. □ Ubersetzung der intemationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. □ Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. t] Sonstige {einzeln auffUhren ): S C he C k 



Sprache, in der die 
intemationale Anmeldung 
eingereicht wird: 




Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechien Eingangs der aneeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCf: 



5. Intemationale Recherchenbehorde 

(falls zwei oder mehr zustandig sind): ISA / 



2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 



□ 



nicht ein- 
gegangen: 



□ Ubermittlun^des Recherchenexemplars bis zur 
Zahlung der Recherchengebiihr aufgeschoben 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Buro: 



i Vom Intemationalen Buro auszufullen 



FormblattPCT/RO/IOl (lelztes Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



1 



Unser Zeichen: K 2743 - hu / wd 



p53 -Bindungsregionen 

Die vorliegende Erfindung- betrifft p53-Bindungsregionen auf 
einer CD95-Re2eptor-DNA und die Verwendung der p53- 
Bindungsregionen zur Beeinf lussung von Apoptose" bzwT " zur 
Identif izierung von hierfiir geeigneten Substanzen. 

p53 ist ein Tumorsuppressor, der bei DNA-Schaden induziert wird. 
Er aktiviert dann Zielgene, wodurch ein Wachstumsstillstand bei 
den die DNA-Schaden aufweisenden Zellen mit anschlieSender 
Reparatur der DNA-Schaden bzw. dem Tod der Zellen erreicht wird. 
Letzteres erfolgt durch Apoptose. 

Eine Chemotherapie zielt darauf ab, in Tumorzellen DNA-Schaden 
zu verursachen. Diese sollen dann zur Induzierung von p53 und 
letztlich z\iin Tod der Tumorzellen fuhren. Vielfach zeigt sich 
allerdings, daS bestimmte Tumorzellen resistent gegen 
Chemotherapeutika sind oder nach kurzer Behandlungszei t 
resistent werden. Die Grunde hierfiir sind bisher nicht genau 
bekannt . 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein 
Mittel bereitzus tellen, mit dem die Resistenz gegen 
Chemotherapeutika untersucht und gegebenenf alls in sie 
eingegriffen werden kann. 

Erf indungggemafi wird dies durch die Gegenstande in den 
Patentansprtichen erreicht . 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, daS die Induktibn von p53 durch Chemotherapeutika zu 
einer direkten Aktivierung von Apoptose f tihrt . Insbesondere hat 



er erkannt, daS p53 zu einer Aktivierung von CD95-vermittelter 
Apoptose fiihrt, indem p53 sowohl die Expression des CD95- 
Liganden als auch des CD95-Rezeptors induziert. Ferner hat der 
Aninelder gefunden, dafi p53 liber p53-Bindungsregionen an CD95- 
Rezeptor-DNA bindet. Desweiteren hat er solche Bindiingsregionen 
im Intron 1 bzw. dem Promotor der CD9 5 -Rezeptor-DNA 
identif iziert . Dariiber hinaus hat der Aninelder erkannt, daS 
Resistenzen gegeniiber Chemotherapeutika darauf bemhen konnen, 
da£ p53 nicht mehr an die vorstehenden p53-Bindungsregionen 
binden kann_ (vgl. Tab.elle 1 und Figuren 1-6) . _ _ . . . _ 

Erf indungsgemafi werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, 
eine p53-Bind\ingsregion einer CD95-Rezeptor-DNA bereitzustellen. 

Der Ausdruck "p53-Bindungsregion" ■uinfagt jegliche Region einer 
CD95-Rezeptor-DNA, an die ein p53 binden und die CD95-Rezeptor- 
DNA aktivieren, d.h. zur Transkription veranlassen, kann. Der 
Ausdruck "p53" xiitifafit ein p53 in Wildtyp-Form wie auch ein p53 
in veranderter Form, das vorstehende Funktion noch aufweist. 
Eine erf indungsgemaSe p53-Bindungsregion kann durch tibliche 
Verfahren identif iziert und bereitgestellt werden. Gtinstig ist 
es, eine CD95-Rezeptor-DNA (vgl. Behrmann, I- et al . , 
Eur .J. Immunol. 24 (1994), 3057-3962) mit Sau 3A1 zu spalten und 
die Fragmente in die BamHI-Stelle von pBlueScript II KS^ zu 
inserieren. Die klonierten CD95-Rezeptor-DNA-Fragmente werden in 
DNA-Bindungsexperimente eingesetzt, in denen Zellextrakte aus 
Tvmiorzellen, z.B. H1299, Hep3B, HepG2 oder Huh7, verwendet 
werden, die vorher mit einem fur p53 kodierenden Expres- 
sionsvektor, z.B. pCMVp53wt, transf iziert worden sind. Gebundene 
DNA-Fragmente werden mit einer Reporter-DNA, z.B. Luciferase- 
DNA, fusioniert. Dies kann z.B. in den Expressionsvektoren pGL3- 
Basic (Promega) bzw, pTATA-LUC (Wirth, T., Wurzburg, Deutsch- 
land) erfolgen. Erhaltene Expressionsplasmide werden in Luci- 
f erase-Aktivitatstests auf ihre Aktivierbarkeit untersucht . 

In bevorzugter Aus fiihrungs form umfaSt eine p53-Bindungsregion 
die Sequenz von Fig. 4 (p53 Be-Sequenz) und/oder Fig. 5 (eine 



3 

Oder mehrere der p53 Be-Sequenzen) bzw. eine hiervon durch ein 
Oder mehrere Basenpaare unterschiedliche Sequenz . Der Ausdruck 
"eine durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche 
Sequenz" umfalSt jegliche Sequenz einer CD95-Rezeptor-DNA, die 
mit der DNA von Fig. 4 und/oder Fig. 5 hybridisiert und an die 
ein p53 binden und die CD95-Rezeptor-DNA aktivieren kann. Die 
Sequenz kann sich von der DNA von Fig. 4 und/oder Fig, 5 durch 
Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inversionen von 
ein oder mehreren Basenpaaren unterscheiden. Der Ausdruck 
"HybridJ-sierung" weist auf eine Hybridisierung unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der 
Sequenz, hin. 

In besonders bevorzugter Ausfiihrungsf orm umfaSt eine p53- 
Bindungsregion die Sequenz von Fig. 7, 8, 9, 10, 11, 12 oder 13, 
wobei die Sequenzen der Fig. 11, 12 und 13 Variationen der 
Sequenzen der Fig. 8, 9 bzw. 10 sind. Ferner sind die Sequenzen 
der Fig. 7, 8, 9 und 10 in Fig. 14 erlautert. 

Eine erf indungsgemaSe p53~Bindungsregion kann als solche oder in 
Kombination mit jeglicher anderen DNA vorliegen.. Beispielsweise 
kann eine erf indungsgemafie p53-Bindungsregion in einem Vektor, 
gegebenenfalls in Kombination mit einer Reporter-DNA, z .B. 
Lucif erase-DNA, vorliegen. Bevorzugte Kombinationen sind die 
DNA-Konstrukte CD95 (Ps) -LUC, CD95 (P) -LUC, CD95 (I+SV) -LUC, 
CD95(Ps+I)-LUC, -pll39, pll40, pll41, pll42, pll40 IMI, pll40 
IMII, pll40 IMIII, pll40 IMIV, pll41 IMIII, pll41 lp53, pll41 
2p53, pll41 3p53, pll41 ABgl, pll41 ASpe, pll41 AMph, pll42 TAG, 
pll42 IMIII, pll42 ABgl, pll42 ASpe und pll42 AMph, in denen 
eine erfindungsgemafie p53-Bindungsregion in den 
Express ions vektor en pGL3 -Basic bzw . pTATA-LUC vorliegt . 
Hinsichtlich der DNA-Konstrukte CD95 (Ps) -LUC, CD95 (P) -LUC, 
CD95{I+Svj-LUC, CD95 (Ps+I) -LUC wird auf Beispiel 3 und Fig. 6 
verwiesen. Die DNA-Konstrukte pll39, pll40, pll41, pll42, pll40 
IMI, pll40 IMII, pll40 IMIII, pll40 IMIV, pll41 IMIII, pll41 
lp53, pll41 2p53, pll41 3p53, pll41 ABgl, pll41 ASpe, pll41 
AMph, pll42 tag; pll42 IMIII, pll42 ABgl, pll42 ASpe und pll42 



4 



AMph enthalten die in den Figuren 1, Q, 9 bzw. 10 angegebenen 
Sequenzen, d.h. p53-Bindungsregionen bzw., Variationen davon 
(vgl. Fig, 11, 12 und 13). Die DNA-Konstrukte pll39, 1140, pll41 
und pll42 werden bevorzugt und wurden bei der DSMZ (Deutsche 
Sarnmlung fiir Mikroorganismen und Zellen) am 24. Sept. 1999 
hinterlegt, pll39 unter DSM 13075, pll40 unter DSM 13062, pll41 
unter DSM 13063 und pll42 unter DSM 13064, 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, 
umfassend eine erf indungsgemafie p53-Bindxingsregion (a) und 
tibliche Hilfsstoffe (b) , wie Puffer, Losungsmi ttel , Trager, 
Kontrollen, etc. Von der p53-Bindungsregion konnen ein oder 
mehrere Vertreter vorliegen. Auch gel ten die vorstehenden 
Ausfuhrungen entsprechend. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, Mechanismen auf 
molekularer Ebene zu untersuchen, die sich bei der Schadigung 
von DNA ergeben. Solche Mechanismen umf assen die Reaktion der 
Zellen zur Behebung des DNA-Schadens bzw, zu ihrer eigenen 
Abtotung. Letzteres sind apoptotische Vorgange. Die vorliegende 
Erfindung ermoglicht es Mechanismen zu untersuchen, die sich bei 
einer Chemotherapie ergeben. Ganz besonders konnen Resistenzen 
gegen Chemotherapeutika ursachlich untersucht werden. Beispiels- 
weise kann mit einer erf indungsgemaSen p53-Bindungsregion fest- 
gestellt werden, ob ein aus Tumorzellen staramendes p53 noch eine 
Apoptose induzieren kann. 

Ferner eignet sich die vorliegende Erfindung Substanzen zu 
identif izieren und bereitzustellen, * die Apoptose beeinf lussen 
konnen. Diese Beeinf lussung kann eine Induktion oder eine 
Inhibition sein. Hierzu ist es giinstig, eine erf indungsgemaSe 
p53-Bindungsregion in Kombination mit einer Reporter-DNA in 
Zellen eifizufiihren, diesen die zu identif izierenden Substanzen 
zuzugeben, und auf die transkriptions-aktivierende bzw. trans- 
kriptions-inhibierende Wirkung der Substanzen zu selektieren. 
Mit diesen Substanzen konnen p53-Bindungsregionen in einer CD95- 
Rezeptor-DNA aktiviert bzw. inhibiert werden, wodurch eine 



Apoptose induziert bzw. geheitunt werden kann. 

Die vorliegende Erfindung liefert somit Mittel, mit denen in 
apoptotische Vorgange eingegriffen werden kann. Dies ist von 
grofier Bedeutung, da in vielen Erkrankungen apoptotische 
Vorgange verandert sind. Beispielsweise ist die Apoptoserate bei 
Virus-, Leber- und neurodegenerativen Erkrankungen erhoht, 
wahrend sie bei Autoimmun- und Tumorerkrankungen erniedrigt ist. 
Somit stellt die vorliegende Erf indung die Moglichkeit dar, in 
diese Erkrankungen _ therapeutisch einzugrei fen. Auch ist eine 
Anwendung in diagnostischer Hinsicht sinnvoll, dies insbeson- 
dere, wenn bei vorstehenden Erkrankungen eine p53-Gentherapie 
durchgefiihrt wird und die hierzu verwendeten Vektoren mittels 
erf indungsgemaSer Vektoren auf Wirksamkeit , Verfiigbarkeit , etc. 
getestet werden, 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 zeigt die Expression des CD95-Rezeptors in Tuinorzellen 
nach Behandlung mit Chemotherapeutika . Klinisch 
relevante Konzentrationen der Chemotherapeutika sind 
mit einem Stern gekennzeichnet , Die Tumorzellen 
exprimieren p53, kein p53 (-/- p53) bzw. p53, das in 
der Bindung an eine erf indungsgemafie p53-Bindungs- 
region einer CD95-Rezeptor-DNA gestort ist (mt p53) . 

Fig. 2 zeigt die Antwort von mit Chemotherapeutika 
behandelten Tumorzellen auf die Induktion von Apoptose 
durch CD95-Rezeptor-Stimulation. 



Fig. 3 zeigt die Expression des CD95-Rezeptors in mit einem 
Chemotherapeutikiam behandelten Tumorzellen, wobei die 
'Tumorzellen erst nach Transfektion mit einem fiir p53 
kodierenden Expressionsplasmid p53 exprimieren. 



Fig. 4 



zeigt eine erf indungsgemafie p53-Bindungsregion (p53 
BE) innerhalb des Introns 1 einer CD95-Rezeptor-DNA. 



Fig. 5 zeigt eine erf indungsgemafie p53-Bindungsregion (p53 
BE) irmerhalb des Promotors einer 9 Exons-umf assenden 
CD95-Rezeptor-DNA. Der Promoter weist drei p53- 
Bindungsregionen auf . . 

Fig. 6 zeigt die Expression einer Lucif erase -DNA nach Bindung 
von p53 an eine erf indungsgemafie p53-Bindungsregion 
innerhalb eines die Lucif erase-DNA enthaltenden 
Expressionsplasmids . 

Fig, 7 zeigt die Sequenz einer erf indxingsgemaEen p53-Bin- 
dungsregion, wobei die Sequenz die Nukleotide 1-720 
des Introns I der CD95-Rezeptor-DNA umf afit . Die p53Be- 
Sequenz ist fett markiert. 

Fig. 8 zeigt die Sequenz einer erf indungsgemaSen p53- 
Bindxingsregion, wobei die Sequenz die Nukleotide 448 - 
2154 des Promotors / das Exon I und die Nukleotide 2223 

- 2827 (entsprechen den Nukleotiden 116 - 720 der 
Sequenz von Fig. 7) des Introns I der CD95-Rezeptor- 
DNA umfafit. Die p53Be-Sequenzen sind fett markiert. 

Fig. 9 zeigt die Sequenz einer erf indungsgemafien p53- 
Bindungsregion, wobei die Sequenz die Nukleotide 1 - 
2154 des Promotors, das Exon I und die Nukleotide 2223 

- 2827. des Introns I der CD95-Rezeptor-DNA umf aSt . Die 
p53Be-Sequenzen sind fett markiert. 

Fig. 10 zeigt die Sequenz. einer erf indungsgemaSen p53- 
Bindungsregion, wobei die Sequenz die Nukleotide 1 - 
2154 des Promotors, das Exon I zusammen mit seinem 3*- 
Bereich und die Nukleotide 2223 - 2820 des Introns I 
•zusammen mit seinem 5 * -Bereich der CD95-Rezptor-DNA 
umfafit. Die p53Be-Sequenzen sind fett markiert. 



Fig. 11 



zeigt Variationen in der p53-Bindungsregion von Fig. 
8, wobei die Variationen Punktmutationen im Intron I 



der CD95-Rezeptor-DNA sind. 



Fig. 12 zeigt Variationen in der p53-Bindungsregion von Fig. 

9, wobei die Variationen Punktmutationen im Intron I 
und im Promotor sowie Deletionen im Promotor der CD95- 
Rezeptor-DNA sind. 

Fig. 13 zeigt Variationen in der p53-Bindungsregion von Fig. 

10, wobei die Variationen Punktmuationen im Intron I 
_und im Exon I sowie Deletionen im Promotor der CD95- 

Rezeptor-DNA sind. 

Fig. 14 zeigt eine physikalische Karte von erf indungsgemaSen 
p53-Bindungsregionen, wobei (a) die Bindungsregion von 
Fig. 7, (b) von Fig. 8, (c) von Fig. 9 und (d) von 
Fig. 10 ist. : 



Die vorliegende Erf indung wird durch die nachstehenden Beispiele 
erlautert . 

Beispiel 1: Nachweis der Escpression des CD95-Rezeptors in 
mit Chemotherapeutlka behandelten Tumorzellen 
(A) sowie der Antwort dieser Ttimorzellen 
geaeniiber der Induktion von Apoptose durch CD95- 
Rezeptor-Stiimilation (B) • 

(A) Die Tumorzellen HepG2 (humanes Hepatoblastom) , AGS 
(Colonkarzinom) HS746T (Magenkar z inom) , MCF-7 
(Brustkrebs) , Hep3B (humanes Hepatoblastom) , Huh7 
(Hepatocellkarzinom) und HT29 (Colonkarzinom) werden 
mit den Chemotherapeutlka Bleomycin, 5-Fluorouracil , 
Methotrexate Mitomycin und Cisplatin behandelt. HepG2 , 
AGS, HS746T und MC-7 exprimieren ein p53, das an eine 
erf indungsgemaSe p53 -Bindungsregion bindet , HepSB 
exprimiert . kein p53 . Huh7 und HT29 exprimieren ein 
p53, das in seiner Bindung an eine erf indungsgemaSe 
p53 -Bindungsregion gestort ist. Die Expression des 
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CD95-Re2eptors wird durch FACScan bestimmt. Hierzu 
werden ein biotinylierter Anti-AEO-1 {CD95-Re2eptor) - 
Antikorper und Quantxim Red-Streptavidin (Sigma) als 
zweites Reagens fiir eine indirekte Immunf lucres zenz 
verwendet (vgl. 
Fig.l). 

Es zeigt sich, daE nur die Toinorzellen HepG2, AGS, 
HS746T.und; MCF-7, deren p53 an eine erf indungsgemafie 
_ _p53"^i^^^^9sregion' bindet, eine CD9_5 -Re.zeptorr 
Expression aufweisen. 

(B) Die Tumorzellen HepG2 , Huh7 und Hep3B (vgl . (A)) 
werden mit den Chemotherapeutika 5-Fluorouracil , 
Methotrexat, Mitomycin, Cisplatin, Mitoxantron, 
Doxorubicin, Etoposid und Cyclophosphamid 48 h bzw. 
weitere 24 h in Kombination mit lOOng/ml IgG3-Anti- 
APO-1 -Antikorper behandelt . Der Antikorper bewirkt 
eine CD9 5 -Rez eptor- S t imul at i on . Es wird die 
Lebendzel Irate bestimmt . Hierzu wird der MTT-Test 
durchgefiihrt, bei dem die Fahigkeit von lebenden 
Zellen bestimmt wird, losliches gelbes Tetrazoliumsalz 
(MTT) in blaue Formazan-Kristalle zu reduzieren (vgl. 
Fig. 2) . 

Es zeigt sich, dafi nur die Tumorzelle HepG2 , deren p53 
an eine erf indungsgemaEe p53-Bindungsregion bindet, 
eine verstarkte Antwort auf die Induktion von Apoptose 
aufweist. 

Beispiel 2: Nachweis der Expression des CD95-Rezeptors In 
mit Bleon^cin behandelten Tumorzellen, wobei die 
Tumorzellen erst nach Trans£ektion p53 ex- 
primleren. 



Die Tumorzellen Hep3B (0-6 x 10^ Zellen), die 
normalerweise kein p53 exprimieren, werden mit 1 ^g 
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des fiir p53 kodierenden Expressionsvektors pCMVp53wt 
mittels des Calciumphosphat-Coprazipitationsverfahrens 
transf iziert . Anschliefiend werden die Tuinorzellen mit 
Bleomycin behandelt. Es wird die Expression des CD95- 
Rezeptors durch FACScan bestimmt (vgl . Beispiel 1 (A) ; 
Fig . 3 ) . 

Es zeigt sich, daE durch die Expression von p53 eine 
Expression des CD95-Rezeptors erhalten wird. 

Beispiel 3: Nachweis der Expression von Lucif erase-DNA durch 

Bindxing von p53 an eine erf indungsgemaSe p53- 
Bindungsregion • 

Es werden Expressionsplasmide hergestellt, wobei als 
Vektor der Expressionsvektor pGL3 -Basic verwendet 
wird. In diesen Vektor werden die folgenden CD95- 
Rezeptor-DNA/Lucif erase-DNA-Konstrukte inseriert : 

CD95(Ps)-LUC 

Die Lucif erase-DNA ist verbunden uber ihr 5 * -Ende mit 
einer 1.43 kB Promotor-Region und dem 5 ' -Ende von Exon 
1 der CD95-Rezeptor-DNA (Hindlll-SacII-Fragment , vgl. 
Figuren 5 und 6) . 

CD95(P)-LUC 

Die Lucif erase-DNA ist verbunden uber ihr 5 ' -Ende mit 
einer 1.9 kB Promotor-Region und dem 5 ' -Ende von Exon 
1 der CD95-Rezeptor-DNA (vgl. Fig. 5 und 6). 

CD95(I+SV)-LUC 

Die Lucif erase-DNA ist verbunden iiber ihr 5 ' -Ende mit 
dem "minimal" SV40 Promotor und einem 0 . 7 kB Intron 1- 
Fragment der CD95-Rezeptor-DNA {vgl. Fig. 4 und 6). 

CD95(Ps+I)-LUC 

Die Lucif erase-DNA ist verbunden tiber ihr 5 ' -Ende mit 
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einem 0.7 kb Intron l-Fragment und einer 1.43 kb 
Promotor-Region der CD95-Re2eptor-DNA (vgl . Figuren 4 
und 6) . 

Die vorstehenden Express ionsplasmide (jeweils 1 /xg) 
werden in Hep3B Tuitiorzellen transf iziert . Ebenfalls 
wird der Expressionsvektor pCMVp53wt (jeweils 100 ng) 
transf iziert . Beide Transf ektionen erfolgen tiber das 
Calciumphosphat-Coprazipitationsverfahren. Es wird ein 
ublicher- Lucif erase-Test durchgefuhrt (vgl.-Figur 6). 

Es zeigt sich, dafi mittels der DNA-Konstrukte 
CD95(PS)-LUC und CD95(P)-LUC eine etwa 2-fache 
Aktivierung der Lucif erase gegenuber einer Kontrolle 
erreicht wird. Eine noch starkere Aktivierung wird 
erreicht, wenn das DNA-Konstrukt CD95 (I+SV) -LUC und 
insbesondere das DNA-Konstrukt CD9 5 ( PS+ I ) -LUC 
verwendet wird. In letzterem Fall betragt die 
Aktivierung etwa den Faktor 50. 
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K 2743 

Pat ent ansprtLche 

1. p53-Bindungsregion einer CD95-Re2eptor-DNA. 

2. p53-Bindungsregion nach Anspruch 1, wobei sie die Sequenz 
von Fig. 4 und/oder Fig. 5 bzw. eine hieirvon durch ein oder 

5 mehrere Basenpaare unterschiedliche Sequenz umfaSt. 

3. p53-Bindungsregion nach Anspruch 2, wobei .sie die Sequenz 
von Fig. 1 , 8, 9, 10, 11, 12 oder 13 umfaSt. 

10 4. Vektor, umfassend die p53-Bindungsregion nach einein der 
Anspriiche 1-3, 

5. Vektor nach Anspruch 4, wobei der Vektor ausgewahlt ist aus 
CD95(Ps)-LUC, CD95(P)-LUC, CD95 ( I+SV) -LUC , CD95 ( Ps + I ) -LUC , 
15 pll39, pll40, pll41, pll42, pll40 IMI, pll40 IMII, pll40 

IMIII, pll40 IMiV, pll41 IMIII, pll41 lp53, pll41 2p53, 
pll41 3p53, pll41 ABgl, pll41 ASpe,. pll41 AMph, pll42 TAG, 
pll42 IMIII, pll42 ABgl, pll42 ASpe und pll42 AMph. 

20 6. Verwendung der p53-Bindungsregion nach einem der Anspriiche 
1-3 bzw. des Vektors nach Anspruch 4 oder 5 zur Identifi- 
zierung von Apoptose beeinf lussenden Substanzen. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei die Beeinflussung eine 
25 Induktion oder eine Inhibition von Apoptose umf afit . 

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Beeinflussung im 
Rahmen einer Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen 
erf oigt . 



30 



Verwendiing nach Anspruch 8, wobei die Erkrankungen Virus-, 
Leber-, neurodegenerative, Autoimmun- und Tumorerkrankungen 
umfassen. 



13 

10. Verfahren zur Beeinf lussung von Apoptose, iimfassend die 
Aktivierung oder Inhibierxmg der p53-Bindungsregion einer 
CD95-Rezeptor-DNA nach einem der Anspriiche 1 bis 3. 

5 11, Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Beeinf lussung im 
Rahmen einer Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen 
erf olgt . 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Erkrankungen Virus-, 
10- Leber-, neurodegenerative, Autoiiranun- und Tiimor erkrankungen 

umfassen. 
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Zusammenfassiing 

5 p53-Bind\mgsregionen 

Die vorliegende Erfindung betrifft p53-Bindungsregionen auf 
einer CD9 5 -Re z ep tor-DNA und die Verwendung der p53- 
Bindungsregionen zur Beeinflussung von Apoptose bzw. zur 
10 ' Identif iziearung von hierfiir- geeigneten Substanzen.- .- . 
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bleomycin (ng/ml) 



Fig . 3 
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620 640 660 

GATCCCGCTGGGCAGGCGGG GCAGCTCCGGCGCTCCTCGG AGACCACTGCGCTCCACGTT 
Sau3A1 

680 700 720 

GAGGTGGGCGTGGGGGGCGG ACAGGAATTGAAGCGGAAGT CTGGG AAGCTT T AGGGT CGC 

HindlU 

'40 760 780" 

- -TGGAGGGGGACCCCGGTTGG AGAGAGGAGCGGAAGTCGT G GACAAGCOCTGACAAGCCftA 

p53BE 

800' 820 840 

GCCAAAGGTCCGC7CCGGCG CGGGTGGGTGAGTGCGCGCC GCCCCGCGGGGGCGGGGAGA 



860 880 
GAGCCTGCAGCCTTCAGAAC AGATAT 




GGACAAGCCCtGACAAGCCa 



Fig. 4 
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FiQ. 5 
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Fig. 7 



1 f^^^^^ff^'^'^^^^^^^CAGCTCCCSGCGCTCCTCGGAGACCACTGCGCTCCACGTT 

CTAGGGCGACCCGTCCGCCCCGTCGAGGCCGCGAGGAGCCTCTGGTGACGCGAGGTGCAA 

GAGGTGGGCGTGGGGGGCGGACAGGAATTGAAGCGGAAGTCTGGGAAGCTTTAGGGTCGC 
61 * — — ——i.^.-. — — — — — —■►^-..| ^ 

CTCCACCCGCACCCCeCGCCTGTCCTTAACTTCGCCTTCAGACCCTTCGAAATCCCAGCG 

< 4.PS3-BK > 

'^*^'^*'®^'**'^^^^^*'''^'^'»®*^A*^<5<»AGCGGAACTCCTaaiUa^ 

ACCTCCCCCTGGGGCCAACCTCTCTCCTCGCCTTGAGGACCTGTTCGGGACTGTTCG^ ^ ^ ^ 
^'^^^A^GGTCCGCTCCGGCGCGGGTGGGTGAGTGCGCGCCGCCCCGCGGGGGCGGGGAGA 
CGGTTTCC»GGCGAGGCCGCGCCCACCCACTCACGCGCGGCGGGGCGCCCCCGCCCCTCT 
241 ^'^^^^^^^^^'^^'"^^^^^^^^ATTGCTCATTTTCTGGCAGTTCTCAGACGTAGGAAA 

CTCGGATGTCGGAAGTCTTGTGTATAACGAGTAAAAGACCGTCAAGAGTCTGCATCCTTT "^^^ 
301 ^^*^^^^^*^*^*^^*'^^°^^^^*^CGGAGGGCTCGGAAGAACGGCACCTTTTCTTT 

ATTOKGTCGTGGCTTCGTCACCAATTCCGCCTCCCGAGCCTTCTTGCCGTGGAAAAGAA^ 360 
CTCGAAAAAGTTATATGGGGGCTGAATGAGCTTCTGGAGGCTTGTTTACCGTTTTTTATT 

361 +— — _^.+ + ^ ^ 

GAGCTTTTTCAATATACCCCCGACTTACTCGAAGACCTCCGAACAAATGGCAAAAAATAA 
4 21 ?f ?f^^^^'^^^^^''°^^''^*^^'^CCCTTCCGGGAATTCTCTCTTTAAGACTGTA 

CAGTGTGTCTTTTCCTTTGACGGAACAGAGG6AAGGCCCTTAAGAGAGAAATTCTGACAT ^ ^ ^ 
_ AGTCGCTGCCTGAGT6GTTTCATTTTGTTTTGTTTTTCTGCCCTTCTCTTTCTTCTTTTG 

TCAGCGACGGACTCACCAAAGTAAAACAAAACAAAAAGACGGGAAGAGAAAGAAGAAAA ^ 
541 ^^J'^^^^f ^A^^'^^^C^TGGTGATTTCTGCTTGGTCTCCTGCTGGGGTTGGTGG 

GGGAAAGAATCGAACGTGAGGGTACCACTAAAGACGAACCAGAGGACGACCCcJi^ 
601 !^"ff!!^J^?ff^^'^^'^^^CGGC€CCTATTATTGGCCAAGAAACTT6AGCAGCCT 

ATGAGCAAGGGTGGCGTGTCTTGGGCCGCGGATAATAACCGGTTCTTTGAACTCGTC ^ 



661 



GTTTTGAAAAGTCCCTCGCTCAGAAATGCCAGCTTGCAGATGCCTAATCAAAGAGACGTG 



-+ ^ 



+ + 



CAAAACTTTTCAGGGAGCGAGTCTTTACGGTCGAACGTCTACCGATTAGTTTCTCTGCAC 
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Fig. 8 



2.Halfte dec 
2.p53-BE 

..(.Promo tor) 

- AGCTTTTTTGGCTACATTTTTTTATTTGTAAAG 
448 — + + ^ 

TCGAAAAAACCGATGTAAAAAAATAAACATTTC 



S4 1 ^!?°^TTATAATTCACAC 

GTGTATACACTCAACGACCGAATATTAAGiG^^iTCTCTM^^^il^ii;^ 
601 ^'llll'l^lZl^^^^^^ 

661 ^!!fff!f?;^ff?!!!!J?!!fCTTCTTTTTA^^ 

GAAGGGAGTGTGGGGAAAAGGAAGG^i^^^iGi^^^i^iii^CTi 

721 ^iiii^itT^r^.'^'^rj^^^ 

TAAAACCTTATCARAATCCTAAAGTTTiiJ^CG^CTCiliiiiGicT^ 

781 l^^l^^l^ll^l^^^^ 

ATGGTAGGAGOVATAGGGT^i^iil^^i^i^iici^™ ^40 

841 'll-l^'!^^^^^^^^^^^ 

CCGACCGTGCGGGTCCCAGlAG^GiicCGT^iiG^^i^^iTC^ 
901 -f??!f?!?J???f?ff!^^'=^'^°'^f T^GTGCAGTGACA^^ 

TGTTCGGATAGTTGTGGATGxici^^^^^^^^iJ^^^Gic^^^^ 
991 -!??!!!!!J?f?f!??fJ!?!If^^"fCCTAGATTTGAGGG^^ 

CACTACCTTTCGGGAGTCCTCCCATTG^ii^G^^C^^icCCGG^ ' 

,021 ??!f?!!!^!?!f?^!!?°f^«c^T'^'^^T'^cAGT^^^ 

CTTCTTTTACAGTTGACTC;Cci;CG^ciicC^IcTiGi^CcS^;^^ 1090 



020 
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Fig. 8 (Fortsetzung I) 



AaTTAaUaAT«IT«CCA»CTIAGATT«CCCTllcc;cTCTC^^^ 



GCAGAGCTTGGTGGACGAT© 
1141 — 



CGTCTCGAACCACCTGCTACGGTTTCCTTA^GAci^TG^;" 



CACACAGGTCAGACCTT 



1200 



1201 "^ff^f^^Sr^J^^^^^^^S^WTTATCOVA^ffliaCTTCTST^^^ 

^ 3.P53-BE > 

-fPromotor) 

GTACGATTTGATGGATTCTC«iii.»«Aa./^Z^ , . 111!:!^"" + + 



GTACGATTTGATGGATTCT^XAGAT^aGT";^^^^^^ - 
1321 !??-f!??fJ?f??!??^:^^^T"TTTTTTAAAGAAAATTGGCC:AGGA^^ 

agtggtctcgtgctttcttaatgttct;;:^^;^^^;-^---- 
ctcattgcttcctgtccttcattaacact;a^;;;;;c^~^^^ 1^40 

1441 ^ii^iiitr.^^^^^^^^^^ 

CGAATTCAACAATCGAAACAAAAGGAGAACT.C^im;;^;;^i;C^^^ 
GTCTCGGGATACCGCGTIGTAGACATGAALv^ili^C^ix'^-^^^ 

1561 l'-^'?!??ft"!l'f?!!!^^^^ 

cagacactcggagagtacaacgtcggtgtJgtacc^gSgg;^^ 

1621 !f!!™f!???!???!!fj?f??^^^f^^ 

agaaagagactcactgaggtcgttaatcgJt^cc^;;;;;^;^ 1 680 



gaggacatgggtccgtcctggagacg 



1681 

cgagactcgaggtaagacg;^xtctgga^;;;^gg;c^c;^ 

1741 ??l'!!^l^?f?f!??°^^'=<^^CTCGA^^^^^ 

CGGAAATCTTTCCCGTCCTCCGGCCGAC^CTCC^^cJc"^^^^^ 

1801 ^-^^.^'I'l^^tlT^''^^^^^^ 

GTGACGTCCTTGCGGGGCCCTGTCCTTACG^;;;i^^;;^;;aGGi« 

1861 

AGTGGGACTGAAGAGGGGGAGGGATGGGC^G^GT^^GGJi^^C^^ ^ 
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fig. 8 (Fortsetzung II) 
l«lfL"fff?!?Jff?f?l=!«=»=C^CTTCCTTCCC»TCCIa:Ta^C«^ 

■^CCCICACTCCCTTCGCC»«ISCTC«;;j^;^J;c;j^;~*™^ 

GCCTCTTCTCCCGC 

CGTGCCTTGTGTGC.c;.CTCCCCTCGGGACCC^C3a;icScc;c^C^G^ 
2161 '?^™?!^^??^!f?^f«^^^"AGTGGCCACGTGGGC^^^^ " 
CCTGTACATGTCTCGAGCTCTTCATGATcIcCGGiG^^S^^^^ ^220 

< 4.P53-BE- 

(Intron) 

2221 '^I'lt'll':'^^^^';^^^^^^ 

CCCAGCGACCTCCCCCTGGGGCCAAC^rcJci^cic^cJi^G^^^ ^280 
^ 

2281 ^????f^f!i=!J!^^^^^^^^C;GGTGAGTGCGCGCC 

TTCGGTTCGGTTTCCAGGCGAGGCCGCGcJ^i^ci^T^l^GC^^^^^ ^^'^ 
2341 ™??!?f!^f!!f?!!ff ^='«^<^^ATT 

CCCCTCTCTCGGACGTCGGAAGTCTTGicili^^^G^I^C^G^^^^ 
2401 !-?????!???!f??f?fff^T««TTAAGCCGGAGGGCTCGGA^ 
ATCCTTTATTCAGTCGTGGCTTCGTC^C^iicGG^^i^CC^^ 

, 61 !™f !J!!?^!!J!J!ff ?f ^^^^ 

flaAGAAAGAGCTTTTTCaATaTa/-,-,.<-ZZ,ZI + + 



24( 

A^«VGAAAGAGCTTTTTCA;;A;j;^«Cc;^^ 
2521 



25ai ~S!!^??:f!f!!!!!^^^^^"T^"TTGTTTTGTTTTTCTGCCCTTCTCT 

CTGACATTCAGCGACGGACTCACCA^;;;^^^;^^^-^^^ 

2641 -l"!!!f2!!LT!!ff!!!^^^^^^^ 

agaaaacgggaaagaatcgaacgtgagggtaccactI^c- " 
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Fig. 8 (Fortsetzung III) 

AGACGTG 

2821 2827 

TCTGCAC 
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Fig. 9 



< l.pS3-BE ~ 



— > .... 

61 !!!ff!f?fJ?f?ff^^J^f^^^<^TGTTCATTCAATAGATTCTTCAAAGGATTC 

AAAGGGGTCTTGTGGTCGTlAGTAATC^^GTlSm^^^ ^^0 

121 ^!ff???!J^f!!!?f?f J^^^TATATATAATTACCCAACCCTTTGACATTAGCATAC 
TTCCGTITciTCAAACCCciiG^^iA^MM^^iG^^;;^ 

181 !??f?!ff"!???^?!!!Jff^!!^f^GTTTTCAAATTAAAGTAACCCAGAATTTT 
ATTCCCGGGACTCTTCAAA^CC^^SCTJi^CTiJ^^ii^iiGGG^ 

241 f!?^!!?n!f?ff^^^fATGTCTCCCCACAAAGCACATATTCCTATCTCCTT 
GATTCTAATAAACTGGTAcii^G^M^^^GG^TGTiJcG^GT;^^^ 

301 '^ll'^'l'^l'^^^^^^ 

CTTGAACTCCTATTAATCTGCAT^cS^CT^ciicJcS^CC^^^ 

361 ???^5^??^ff!^?ff^fJ^^TATCTAAGTTTAAT-TCCTGACTCTGCTATTTATTA 
TTCTC6TCCTGGAACCCTCGT^;^TMAGM^^ii^;;;i^;;C^^^^ 
< 2.p53-BE > 

421 ?-!??^f^J!!!!ff?!'!;!!?f^^"'^TTGGCTACATTTTTTTATTTGTAAAG 

TGATTGGTAGAAACGGiii^iii^ii^S;;^^ 480 

481 ™!!!^!??!f?f^^'"'=^^^^'=CTATAATGATAAGTATTAAGT^ 



+ 54 0 



ATTCAAATTATTAGTGAGTAGAGTGACCCGATATTiiAT^^^i^i;^;;CC^^cmG 
541 ^Itl'll'^^^^^^^ 

GTGTATACACTCAACGACCGiiiMi^i^JG^^G^iciJil^^ci^iiGii^^ 

601 ff!!!f?f?I!!!!!!f!fJf!!^?f3fffccATTccT^ 

ggaaaggggaaaaaaagaga^ggS;;^^^;;^^--^-^ "° 
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Fig. 9 (Fortsetzung I) 
661 ^J.^T.'^^TJ^^^^^^ 

721 tiiiiT^i^rjii^^ 

TAAAACCTTATCAAAATCciAAAGTTxSil^^G^CTcii^TWGic^ 
781 l^'^l^tlt-^^^^^^^ 

841 --'ll-^'^^^^ 



901 

TGTTCGGATAGTTGTGGATGTTCTGACCA^ivT^^icGTCAC * 



991 'il'^.^^^t':!^':^^^^^^^ 

CACTACCTTTCGGGAGTcSccii^G^J^GG^ici^il^icC^ 
1021 ???f??!!!^!J!f?^f!?^fJf!^?"^«=<^T^CA6TGGGCTAAG^ 

CTTCTTTTACAGTTGACTcicciicG^^iicc^Ic^^Gi^i^CC^ 
1081 !!??!f!!!I?!!??!fffJ!^!f^^7GGGAAGGGAGAGAGGTTGCAG^^ 

AATTACACAATAATTACCC^AC^^AGMilicCCTiccSc^ci^ ''''' 

1141 

CGTCTCGAACOlCCTGCTA^GGii^CC^^M^CT^^G^i^;^ ^^00 

1201 

GACGTAGGTTTAAGTCOVAGTCA^^IS^G^MmGOTTTC^A^G^ 
< 3*p53-BE > 

1261 ??!?f!^!?ff!????^!?'"A'=^f^CCAAAGCAATAGTGACTTTGA^ 

gtacgamtgatggattctc^i^Jgg^^g^^^^g^;;;^^^^^;;;^ '"20 

1321 !??ff??^!5??f??!^!?^J!^^"TTTTTTTAAAGAAAATTGGCCAGGAAATAAT 
AGTGGTCTCGTGCTTTCTT^i^^TC^iiii^^^^C^^^^^CciJ;;^^ 

1381 ^^^I^^^^f^f^ff^^f^^^^^T^^-TAATATAGCTCGGGCTATGCGATTTG 

ctcattgcttcctgtccttcatta;^;c;?;^;;;;:;c^~;-^^^^ 

1441 

cgaattcaacaatcgaaacaaaagga^j;c;;;;;;;;^gat;c^ 

1501 ^'^'1^.':?.^.'^'^':^^^^ 

gtctcgggi.taccgcgttgtagacat^g;;^;c^;;^^;;;;;-^^^ 



Fig. 9 (Fortsetzung II) 



1561 t'l?J:i'^'^,^j!^^_^^^^^ 

AGAAAtauaCTCACTGAGGTCGTi^icGG^^CC^^J^is^^ 
1681 !f!f!f?!fJff?!!f!ffJ!f??f^f^TCCCCAACTTCCa^^^^^ 

CGAGACTCGAGGTAAGAGGlAGTTC^G^GGGGii^Gic^C^ 
1741 ??f!!!*!!!^??f^??^^fff?fTCTCGAGGT^^^ 

CGGflAATCTTTCCCGTCCT^CG5c^C^ciG^i^;;^C?^GiiGGic^ 

-1801 -'^I'^^^^tfll^'^^^ - 
GTGACGTCCTTGCGGGGCC^TGTCciii^GGG^^^CTTCC^ 

1861 !5?fff!?^!!f!fffffJf^f!^ffff^^CGCAGGCCAAGTTGCT^^ 

AGTGGGACTGAAGAGGGGGAGGGATGGGCGCGCGTCCGGT^^^CGACTT^^ 



PTACCTCG 



1921 

GGAGGGGTTGGGCCCGCAA^GGTci^ic^^^GGGii^G^cJ^^^^ 
1981 !!!!f!!!?^!^?!f!f!^^f!fffff^TGACACACAG6TGTTC 

AAAAGCACTCGAGCAGAGACTAfiAGCTCGi^C^^CTGTCTGTC^;^^^ ^"''^ 

2041 ?!!?!!??!f^?f??f^fJI!^^f^fTGACTTGGCTGGAGCCTCAGGGGCGGGCACTG 
GACCCCTCACTCCCTTCGC^AAATG^i^^^^CC^CTC^ic^ 

2101 !!!f!!??fJf?f?5!?J^^f^ffffffGCTGCCCAGGCGGAGCTGCCTCTTCTCCCGC 

cgtgccttgtgtgggactcJgctcgggIcJgacg^^^^ 2 ' '° 

2161 ???5?!!!^J!???f!^??^?!^f3^fGCCACGTGGGCCGTGCACCTTAAGCTT^^ 

CCTGTACATGTCTCGAGCTjTi^i^iil^CGGTG^S^^^ '^'^ 

< 4.p53-BE 

(Intron) 

2221 

CCCAGCGACCTCCCCCTGGGGC^CCrcic^Ccic^Siii^« ^^^"^ 

> 

2281 ^!!?^!??^J^?!^?!J!fffCSC^fTSGGTGAGTGC^ 
TTCGGTTCGGTTTCCAGGC^G^C^GcJ^CCACT^^ 

2341 --^'^^'I'll^.'^'l'll^^ 



Fig. 9 (Fortsetzung III) 
2401 !-????^!?^!!??f?ff,^°.T^^"^CCG^^^^ 

ATCCTTTATTCAGTCGTGGCTTCGTCACC^AiiSSciScS^ 



2461 iiiT.i'ii^'^tr.^i^^^^^ 

AAAGAAAGAGCTTTTTCAATATACCCCC^ciilcic^^^^^^ 

2521 -lll'^ll^l^'^^ 

AAAATi^ACAGTGTGTCTTTTCCTTTGA^GG^^^^-~-^;;^-^ 2580 

2581 '^'l.-'i^^^^ 

CTGACATTCAGCGACGGACTCACCAAAGiii^^^^ 2640 

2641 

- - - A^^GGGftAAGAA-TGGAACGTGAGGGiicS^iii^cS^^^ 2'°° 

2701 3!f!!?l'?J!f?!!?ff?ff?=*^ 

AACC:aCCATGAGCAAGGGTGGCGTGT;;;GGGCC^G^;;;;i;;^C^ ^760 
276i?f??ff!f!!!!?^!^J«^'^^^"«^^<=CCAGCTTGCA^^ 

CGTCGGACAAAACTTTTC^GGGAGCGAGT^TT'^I^GGic^^^^;^^^^ '''' 

AGACGTG 

2821 2827 

TCTGCAC 
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Fig. 10 



< I.p53-BE 

(ProBaotor) 

TGAGGACTCTCAGGaATATGCTGGTAAAATAAAaATAACCTTTAGAGA.TaxCAAACTGT 
1 + ^ ^ ^ ^ 

ACTCCTGAGAGTCCTTATACGACCATTTTATTTTTATTGGAaATCTCTACGGGTTTGACA 

TTTCCCCAGAACACCAGCATTCATTAGGTGTTCATTCAATAGATTCTTCAAAGGATTCCA 

61 — — f.— , 

AAAGGGGTCTTGTGGTCGTAAGTAATCCACAAGTAAGTTATCTAAGAAGTTTCCTAAGGT 



121 ^^^^^^^^^'"^^^'^^'^'''^^^'^^''^^'''^'^^^^'^^^^^^C'^CTTT 

TTCCGTTTCTTCAAACCCCTTGTCATATATATTAATGGGTTGGGAAACTGTAATCGTATG ^ ^ ° 

TAAGGGCCCTGAGAAGTTTTGGATTAA6AAAGTTTTCAAATTAAAGTAACCCAGAATTTT 

ATTCCCGGGACTCTTCAAAACCTAATTCTTTCAAAAGTTTAATTTCATTGGGTCTTAAAA 

241 5^?^f*^^^J'^^°^^^T<^^CATATGTCTCCCCACAAAGCACATATTCCTATCTCCTT 

GATTCTAATAAACTGGTACTTTGTATACAGAGGGGTGTTTC6TGTATAAGGATAGAGGAA ^ ^ ° 

301 f^f'^'''^*^f^^^^^**^^°''^^^^®5TAGAGGGTAGGGGAAGGGGGTATGGCATAGA 

CTTGAACTCCTATTAATCTGCATGCACCCATCTCCCATCCCCTTCCCCCATACCGTATCT "^^^ 

AAGAGCAGGSCCTTG'GGAGCAAfiAATATCTAAGTTTAATTCCTGACTCTGCTATTTATTA 
361 h 1 — " — (. 

TTCTCGTCCTGGAACGCTCGTTCTTATAGATTCAaATTAAGGACTGAGACGATAAATAAT 

< 2.p53-BB > 

(Promotor) 

ACTAACCATCTTTGCCAATGTTGCTTAAflCTTTTTTGGCTACATTTTTTTATTTGTAAAG 

421 — + + + ^ ^ 

TGATTGGTAGAAACGGTTACAACSAATTCGAAAAAACCGATGTAAAAAAATAAACATTTC 

TAAGTTTAATAATCACTCATCTCACTGGGCTATAATGATAAGTATTAAGTAAGGAAGATC 

t81 — — — - — I — — I ^ ———-^w—^-— ^ 540 

ATTCAAATTATTAGTGAGTAGAGTGACCCGATATTACTATTCATAATTCATTCCTTCTAG 

CACATATGTGAGTTGCT6GCTTATAATTCACACTCAAGAGATACTGATTTTGTCAATTGT 

541 — — — «.j ^ 

gtgtatacactcaacgaccgaatattaagtgtgagttctctatgactaaaaSgttaaS 

601 f5!!!^^ff'^^^^3^'^f'^5^^^^CCCTCCTTCCATTCCTTCTTCCCTTACCTCTCCTTTC 

ggaaaggggaaaaaaagagagaagggaggaaggtaaggaagaagggaa^ 

661 - -+ ^ ^ 

gaagggagtgtggggaaaaggaaggaagaaaaatgtaaaaaaataaatttacttgaaaag 

721 *!!!!f?^^^f!!!!^ffJ3^5f^^^*^TTTGCAGAGATAATACA6AGAATGCC^^^ 

TAAAACCTTATCAAAATCCTJUUVGTTTTTTAAACGTCTCTATTATGTCTCTTACGGG'^^^ ^ ^ ° 



Fig. 10 (Fortsetzung I) 
TACCATCCTCCTTATCCCACTTCTTTTTGTGTCTATTAGATGCTCAGAGTGTGTGCACAA 

781 + +■ +_-— + + ^ g4Q 

ATGGTAGGAGGAATAGGGTGAAGAAAAACACAGATAATCTACGAGTCTCACACACGTGTT 

GGCTGGCACGCCCAGGGTCTTCCTCATGGCACTAACAGTCTACTGAAAGGTGGAACAGAG 
841 — .+ — + ^ 900 

CCGACCGTGCGGGTCCCAGAAGGAGTACCGTGATTGTCAGAT6ACTTTCCACCTTGTCTC 

ACAAGCCTATCAACACCTACAAGACTGGTGGTAAGTGCAGTGACAGATGCAAAACACAGG 
901 + + +: + + ^ 9g0 

TGTTCGGATAGTTGTGGATGTTCTGACCACCATTCACGTCACTGTCTACGTTTTGTGTCC 

GTGATGGAAAGCCCTCAGGAGGGTAACCTAACCTAGATTTGAGGGCCCAACAGGCTCCAG 
961 • -+ + + + + + 1020 

CACTACCTTTCGGGAGTCCTCCCATTGGATTGGATCTAAACTCCCGGGTTGTCCGAGGTC 

AAGAAAATGTCAACTGAGAGGAAGCCTGAAGGATGAACAGTGGGCTAAGCAAAGGGTTAT 

1021 + + + + + + 1080 

_ _T.TCTT.T.TACAGTTGACT.CTCCTTCGGACT.TCCTACTTGTCACCCGATTCGTTTCCGAATA 

TAATGTGTTATTAATGGGTTGAATCTAATTGGGAAGGGAGAGAGGTTGCAGAGTGAGGTG 
1081 + + + + ^,_„+ ^ il40 

ATTACACAATAATTACCCAACTTAGATTAACCCTTCCCTCTCTCCAACGTCTCACTCCAC 

GAGAGCTTGGTGGACGATGCCAAAGGAATACTGAAACCTTTAGTGTGTCCAGTCTGGAAC 
1141 + + + + + 1200 

GTCTCGAACCACCTGCTAGGGTTTCCTTATGACTTTGGAAATCACACAGGTCAGACCTTG 

TGCATCCAAATTCAGGTTCAGTAATGATGTCATTATCCAAACATACCTTCTGTAAAATTC 
1201 ^+-^~ + + + + + 1260 

ACGTAGGTTTAAGTCCAAGTCATTACTACAGTAATAGGTTTGTATGGAAGACATTTTAAG 

< 3*p53-BE > 

(Prcmctor) 

ATGCTAAACTACCTAAGAGCrCATCTACCGTTCCAAAGCAATAGTGACTTTGAACAGTGTT 
1261 + + + + H. + 1320 

TACGAT!rTGATGGATTCTCGAtA(aTGGCAAGGTTTCGTTATCACTGAAACTTGTCAC:AA 

CACCAGAGCACGAAAGAATTACAA6ATTTTTTTTTAAAGAAAATTGGCCAGGAAATAATG 
1321 ~+ ■ + + + + + 1390 

GTGGTCTCGTGCTTTCTTAATGTTCTAAAAAAAAATTTCTTTTAACCGGTCCTTTATTAC 

AGTAACGAAGGACAGGAAGTAATTGTGAATGTTTAATATAGCTG6GGCTATGCGATTTGG 
1391 ; '■ + + + + + 1440 

TCATTGCTTCCTGTCCTTCATTAACACTTACAAATTATATCGACCCCGAXACGCTAAACC 

CTTAAGTTGTTAGCTTTGTTTTCCTCTTGAGAAATAAAAACTAAGGGGCCCTCCCTTTTC 
1441 + + 4. + + + 1500 

GAATTCAACAATCGAAACAAAAGGAGAACTCTTTATTTTTGATTCCCCGGGAGGGAAAAG 

AGAGCCTTATGGCGCAACATCTGTACTTTTTCATATGGTTAACTGTCCATTCCAGAAACG 
1501 * + + + + + 15g0 

TCTCGGAATACCGCGTTGTAGACATGAAAAAGTATACCAATTGACAGGTAAGGTCTTTGC 



TCTGTGAGCCTCTCATGTTGCAGCCACAACATGGACAGCCCAGTCAAATGCCCCGCAAGT 
' + + + + + + 

AGACACTCGGAGAGTACAACGTCGGTGTTGTACCTGTCGGGTCAGTTTACGGGGCGTTCA 

CTTTCTCTGAGTGACTCCAGCAATTAGCCAAGGCTCCTGTACCCAGGCAGGACCTCTGCG 
—-+-——--+- + + ^ 

GAAAGAGACTCACTGAGGTCGTTAATCGGTTCCGAGGACATGGGTCCGTCCTGGAGACGC 

CTCTGAGCTCCATTCTCCTTCAAGACCTCCCCAACTTCCCAGGTTGAACTACAGCAGAAG 
-.-^-^^ ^ ^ ^ — + 

GAGACTCGAGGTAAGAGGAAGTTCTGGAGGGGTTGAAGGGTCCAACTTGATGTCGTCTTC 



Fig. 10 (Fortsetzung II) 



CCTTTAGAAAGGGCAGGAGGCCGGCTCTCGAGGTCCTCACCTGAAGTGAGCATGCCAGCC 

1741 + + « + + + + 1800 

GGAAATCTTTCCCGTCCTCCGGCCGAGAGCTCCAGGAGTGGACTTCACTCGTACGGTCGG 

ACTGC^GGAACGCCCCGGGACAGGAATGCCCATTTGTGCAACGAACCCTGACTCCTTCCT 
1801 + + — + + . + 19 60 

TGACGTCCTTGCGGGGCCCTGTCCTTACGGGTAAACACGTTGCTTGGGACTGAGGAAGGA 

CACCCTGACTTCTCCCCCTCCCTACCCGCGCGCAGGCCAAGTTGCTGAATCAATGGAGCC 
1861 + + + + + + 1920 

GTGGGACTGAAGAGGGGGAGGGATGGGCGCGCGTCCGGTTCAACGAGTTAGTTACCTCGG 

CTCCCCAACCCGGGCGTTCCCCAGCGAGGCTTCCTTCCCATCCTCCTGACCACCGGGGCT 
1921 + + + + + + 1930 

GAGGGGTTGGGCCCGCAAGGGGTCGCTCCGAAGGAAGGGTAGGAGGACTGGTGGCCCCGA 



TTTCGTGAGCTCGTCTCTGATCTCGCGCAAGAGTGACACACAGGTGTTCAAAGACGCTTC 
+ ^ ^ ^ ^ 

AAAGCACTCGAGCAGAGACTAGAGCGCGTTCTCACTGTGTGTCCAC^ 

TGGGGAGTGAC3GGAAGCGGTTTACGAGTGACTTGGCTGGAGCCTCAGGGGCG 

- +— - — -.^ — + ^, + ^ ^ _^ 

ACCCCTCACTCCCTTCGCCAAATGCTCACTGAACC6ACCTCGGAGTCCCCGCCCGTGACC 

CACGGAACACACCCTGAGGCCAGCCCTGGCTGCCCAGGCGGAGCTGCCTCTTCTCCCGCG 

GTGCCTTGTGTGG6ACTCCGGTCGGGACCGACGGGTCCGCCTCGACGGAGAAGAGGGCGC 

GGTTGGTGGACCCGCTCAGTACGGAGTTGGGGAAGCTCTTTCACTTCGGAGGATTGCTCA 
+ ^ ^ _^ ^ _^ 

CCAACCACCTGGGCGAGTCATGCCTCAACCCCTTCGAGAAAGTGAAGCCTCCTAACGAGT 
ACAACCATGCTGGGCATCTGGACCCTCCTACCTCTGGTGATCCCTCTCCTGCCCGGGTGG 
TGTTGGTACGACCCGTAGACCTGGGAGGATGGAGACCACTAGGGAGAGGACGGGCCCACC 
AGGCTTACCCCGTCTTAGTCCCGGGGATAGGCAAAGTGGGGCGGGCGCGGGACGCGTGCG 
TCCGAATGGGGCAGAATCAGGGCCCCTATCCGTTTCACCCCGCCCGCGCCCTGCGCACGC 
GGATTGCGGCGGCAGCGGCGCACGCGGGCACCTGGGAGCGGCGGGCTGCTGCGGGAGGCG 
CCTAACGCCGCCGTCGCCGCGTGCGCCCGTGGACCCTCGCCGCCCGACGACGCCCTCCGC 
TTCafGAGACTGGCTCCCGGGGGCTGTTAGGACCTTCCCTCAGGCCCGGGTGCTCAGAACGA 
AACCTCTGACCGAGGGCCCCCGACAATCCTGGAAGGGAGTCCGGGCCCACGAGTCTTGCT 



TGGAGGACTTGCTTTTCTTGGGCCTTGATGCGAAGTGCTGATCCCGCTGGGCAGGCGGGG 
2461 f.-~--——4.—^._.«^^^._^ (_ ^ 2520 

ACCTCCTGAACGAAAAGAACCCGGAACTACGCTTCACGACTAGGGCGACCCGTCCGCCCC 

o ^^"^^^^^^^^^^^^^^C^^'^GCGCTCCACGTTGAGGTGGGCGTGGGGGGCGGA 
^^21 + + ^ ^ — _ — 2580 

GTCGAGGCCGCGAGGAGCCTCTGGTGACGCGAGGTGCAACTCCACCCGCACCCCCCGCCT 

CAGGAATTGAAGCGGAAGTCTGGGAAGCTTTAGGGTCGCTGGAGGGGGACCCCGGTTGGA 
2581 ^ + + + ^ ^ 2640 

GTCCTTAACTTCGCCTTCAGACCCTTCGAAATCCCAGCGACCTCCCCCTGGGGCCAACCT 

< 4.pS3-BE > 

(Intron) 

^^GAGGAGCGGAACTCCTGGACAAGCCCTQACAAGCXAAGCC^ 
2641 — + + ^ ^ ^ ^ ^ 2700 

^^5tcctcgccttgaggacctgttcgggw:tgttcggot 



Fig. 10 (Fortsetzung III) 

CCCACCCACTCACGCGCGGCGGGGCGCCCCCGCCCCTCTCTC6GATGTCGGAAGTCTTGT ^^^^ 

o-7<, ^^A^'^^<=^^TTTTCTGGCAGTTCTCAGACGTAGGAAATAAGTCAGCACCGAAGCAGTG 
2761 + + + + ^ ^ 

GTATAACGAGTAAAAGACCGTCAAGAGTCTGCATCCTTTATTCAGTCGTGGCTTCGTCAC 

GTTAAGCCGGAGGGCTCGGAAGAACGGCACCTTTTCTTTCTCQAAAAAGTTATATGGGGG 
2821 +— + + + ^ 

CAATTCGGCCTCCCGAGCCTTCTTGCCGTGGAAAAGAAAGAGCTTTTTCAATATACCCCC 

CTGAATGAGCTTCTGGAGGCTTGTTTACCGTTTTTTATTGTCACACAGAAAAGGAAACTG 
2881 + + + + ^ ^ 2940 

GACTTACTCGAAGACCTCCGAACAAATGGCAAAAAATAACAGTGTGTCTTTTCCTTTGAC 
2941 ^'^^^^^"^^^"^^^^^^^^^^^^^TT^AGACTGTAAGTCGCTGCCTGAGTGGTTTC 

'!*»^9A?^GAAGGCCCTTAAGAGAGAAATTCTGACAT.TCAGCGACGGA^ 

ATTTTGTTTTGTTTTTCTGCCCTTCTCTTTCTTCTTTTGCCCTTTCTTAGCTTGCACTCC 
TAAAAOUUUMSVAAAAGACGGGAAGAGAAAGAAGAAAACGGGAAAGAATCGAACGTG^^ ° 

CATGGTGATTTCTGCTTGGTCTCCTGCTGGGGTTGGTGGTACTCGTTCCCACCGCACAGA 
3061 — — . ^ — ^••-^^..^ ^ 3120 

GTACCACTAAAGACGAACCAGAGGACGACCCCAACCACCATGAGCAAGGGTGGCGTGTCT 
3121 *f f f f f f °^J^^^^*'^'^'^^^^^^^*''5*^CTTGAGCAGCCTGTTTTGAAAAGTCCCTCGCTC 

TGGGCCGCGGATAATAACCGGTTCTTTGAACTCGTCGSACAAAACTTTTCAGGGAGCGAG ^ ^ ^ ° 



AGAAATGCCAGCTTGCAGATGGCTAATCAAAG 
TCTTTACGGTCGAACGTCTACCGATTAGTTTC 
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Fig 11 

Variationen in der p53-Bindungsregion von Fig. 8 



L P1140IMI 



Pll40 GGACAAGCCCTGACAAGCCA 

P1140 IMI _GGAAAAGCCCTGACAAGCCA 

t 

Positionen der Mutational (fettundPfeil): 2270 (C-+A) 



2. pll40lMn 



Pll40 -• GGACAAGCCCTGACAAGCCA 

P1140 IMI I GGAAAAGCCCTGAAAAGCCA 

t t 

PositioneitderMutatioiien(fettundPfeil): 2270 (C-»a) 

2280 (C->A) 



3. p]i40iMiir 

P1140 GGACAAGCCCTGACAAGCCA 

pll40 IMIII ' GGAAAATCCCTGAAAATCCA 

t t t T 

Positionen der Mutationen (&tt und Pfeil): 2270 (C->A) 

2273 (G-»T) 

2280 (C-^A) 

2283 (G-»T) 



4. pll40IMIV 

pll40 

P1140 IMIV 
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GGACAAGCCCTGACAAGCCA 

GCACAAGCCCTCACAAGCCA 
t t 



Positional derMutationen(fettundPfeil): 2268 (G-»T) 

2278 (C->A) 
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Fig. 12 

Variationen in der p53-Bindungsregion von Fig. 



1. piuiiMin 



pi 1 4 1 GGACAAGCCCTGACAAGCCA 

P1141 IMIII GGAAAATCCCTGAAAATCCA 

t t" t t 



Positionen der Mutationen (fett und Pfeil): 2270 

2273 
2280 
2283 



2. pll41 lp53 



P^l^l AGAGATGCCCAAACTGTTTT 

pll41 lp53 AGAGATTCCCAAAATGTTTT 

t t 



Positionen der Mutationen (fett und Pfeil): 50 

57 



3.pn41 2pS3 

pi 141 AATGTTGCTTAAGCTTTTTT 
pi 141 2p53 AATGTTTCTTAAGATTTTTT 

r t 

Positionen der Mutationen (fett und Pfeil): 443 

450 



4. pll41 3p53 
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P1141 AAACTACCTAAGAGCTATCT . 

Pll41 3p53 ACAATACCTAAGAGCTATCT 

t t 

PositionenderMiiiationeii(fettundPfen): 1268 (A-^) 

1270 (c^A) 

5. pll41 ABgl 



nii/!i ^ I.p53-BB > 

AATAACCTTTA GATCTCCCCAGAACA 



6. pll41 ASpe 

< 2.p53-BB > 

pll41ABgl CATCTTTGCCA- CTAGTGGCTaStTT 



7. pll4l AMph 



P1141 

Pll41^gl 



< 3.p53-BE > 

aattcatgctaaactacctaagagctatctaccgttccaa 

AATTCATGCTAT6CA- — TACCGTTCCA^ 



Fig. 13 

Variationen in der p53-Bindungsregion von Fig. 10 



1. pll42 TAG 



Mutation der Positionen: 



2227 (A->T) 

2228 (T->A) 



2. pll42 



pll42 

pll42 IMIII 



GGACAAGCCCTGACAAGCCA 
GGAAAATCCCTGAAAATCCA 

t t r t 



Positionen der Mutalionen(fettundPfeil): 2662 (C->A) 

2665 (G->>T) 

2672 (C->A) 

2675 (G-^T) 



3. . pll42 ABgl 



pll42 
pll42AB9l 



< I.p53-BE > 

AATAACCTTTAfflUSATGCCCAAACWSTTTTCCCCAGAACA 
AATAACCTTTA GATCTCCCCAGAACA 



4. pll42ASpe 



pll42 
pll42AB9l 



<- 2.p53-BE > 

CATCTTTGCCAATGTT6CTTAAGCTTTTTTGGCTACATTT 
CATCTTTGCCA — — CTAGTGGCTACATTT 



5. pll42AMph 
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< 3.p53-BE > 

pll42 AATTCATGCTAAftCTACCTAJUa^GCTATCTACCGTTCCAA 
pll42ABgl AATTCATGCTATGCA TACCGTTCCAA 
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Promotor Exon 1 Intron 1 




I.p53-BE 2.p53-BE 3.p53-BE if.p53-BE 



Fig. 14 



